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1 Johdanto 
Vuoden 2003 lopulla Suomessa oli lähes 160 000 elossa olevaa ihmistä, jotka ovat jos-
kus sairastaneet syöpää. Vuosittain uusia syöpätapauksia todetaan yli 20 000. Syöpä-
taudit ovat Suomessa verenkiertoelinten sairauksien jälkeen yleisin kuolinsyy. Suoma-
laista lähes joka viidennen kuolemansyy on pahanlaatuinen kasvain. Määrä on pysynyt 
pitkään muuttumattomana. [1.] 
Munasarjasyöpään sairastuu Suomessa vuosittain yli 400 naista ja keskimääräinen sai-
rastumisikä on 65 vuotta. Vuonna 2010 munasarjasyöpä oli kymmenenneksi yleisin 
syöpäsairaus Suomessa. Kaikista syövistä munasarjasyöpä aiheuttaa viidenneksi eniten 
syöpäkuolemia. Vuosina 2007–2009 seuratuista munasarjasyöpäpotilaista vuoden ku-
luttua diagnoosista arvioidaan olevan elossa 80 % ja viiden vuoden jälkeen selviyty-
mismahdollisuuden arvioidaan olevan enää vain 49 %. [2.] 
Munasarjasyöpää sairastavista 5–10 % arvioidaan kantavan perinnöllistä alttiutta mu-
nasarjasyövälle. Naisen todennäköisyys saada munasarjasyöpä on suurempi, jos hänen 
lähisukulaisensa on sairastanut munasarjasyövän. Sukutausta onkin munasarjasyövän 
suurin riskitekijä. [3.] 
Tutkimus BRIP1:n vaikutuksesta munasarjasyöpäalttiuteen on aloitettu Islannissa, jos-
sa BRIP1-mutaatioita löydettiin islantilaisen väestön lisäksi espanjalaisista munasar-
jasyöpäperheistä. Siinä BRIP1-geenin toimintaa vaurioittavia mutaatioita löytyi islanti-
laisissa munasarjasyöpätapauksissa eksonista 14 ja espanjalaisissa tapauksissa ek-
sonista 12. [4.] 
Opinnäytetyön tavoitteena on selvittää, voiko plasmasta eristää tutkimuskelpoista 
DNA:ta ja löytyykö suomalaisten munasarjasyöpäpotilaiden plasmanäytteistä eristetys-
tä DNA:sta BRIP1-geenin 12 ja 14 eksoneista mutaatioita. 
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2 Mutaatiot ja niiden määritys 
2.1 DNA:n mutaatiot 
Periytyvää muutosta DNA:n rakenteessa kutsutaan mutaatioksi. Muutos siirtyy jälke-
läisten tai somaattisen solulinjan pysyväksi perimän osaksi. DNA:n mutaatiot eivät kui-
tenkaan aina ole haitallisia, ja suurin osa niistä ei vaikuta ilmiasuun. Ilman DNA:n muu-
toksia ei olisi tapahtunut evoluutiota, ja niiden ansiosta geeneillä on alleeleja eli vaihto-
ehtoisia muotoja. Geenivirheet eli toimivissa geeneissä olevat mutaatiot vaikuttavat 
usein geenituotteen rakenteeseen, jolloin ilmiasu muuttuu. Ilmiasun muuttuminen tar-
koittaa poikkeavaa rakennetta tai periytyvän sairauden kehittymistä. Geenivirheet voi-
vat olla laajuudeltaan yhden emäksen, useiden tuhansien tai jopa miljoonien emäspari-
en mittaisia muutoksia. Kun mutaatio syntyy ituradan soluissa, se saattaa muuttaa he-
delmöitykseen osallistuvaa sukusolua. Mutaation tapahtuessa somaattisissa soluissa, se 
syntyy hedelmöityksen jälkeen, joten se on vain osassa soluista eikä siirry seuraavalle 
sukupolvelle. Mutaatioiden määrään vaikuttaa niiden syntyvauhti ja eri tavoin tapahtu-
vat solun korjausmekanismit. DNA:n rakennetta muuttavia mutaatioita ovat insertiot eli 
lisäykset DNA:n molekyyliin, deleetiot eli häviämät DNA:sta ja duplikaatiot eli jonkin 
DNA:n osan kahdentuma. Lisäksi on pistemutaatioita, joissa vain yksi emäs muuttuu 
toiseksi. On myös mahdollista, että useampi emäs korvautuu toisilla emäksillä ja DNA-
jakso voi kääntyä suunnaltaan päinvastaiseksi, tätä kutsutaan inversioksi. [5.] 
2.2 Mutaatioiden vaikutukset 
Geenimuutokset ovat moninaisia. Koko geenin häviämisestä seuraa tietenkin myös 
geenituotteen katoaminen. Mutaatiot voivat lisätä tai alentaa valkuaisaineen aktiivisuut-
ta tai määrää. Mutaatiolla on negatiivinen vaikutus silloin, kun mutatoitunut alleeli häi-
ritsee normaalin alleelin toimintaa. Muutoksen merkittävyyteen vaikuttaa mutaation 
tyyppi ja sijainti. [5.] 
Koska aminohapoilla on monia vaihtoehtoisia kodoneita, saattaa kodoni vaihtua piste-
mutaation vaikutuksesta joksikin toiseksi kodoniksi, joka kuitenkin koodaa samaa ami-
nohappoa, ja tällöin muutos on täysin merkityksetön aminohapporakenteen kannalta. 
Kun taas emäsmuutos aiheuttaa aminohapon muutoksen polypeptidiketjussa, se saat-
taa johtaa monenlaisiin muutoksiin kyseisen valkuaisaineen rakenteessa ja sen toimin-
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nassa. Pistemutaatiot voivat myös saada aikaan geenin ennenaikaisen lopetuskodonin, 
mistä aiheutuu normaalia lyhyempi toimimaton valkuaisaine tai tuotteen synnyn esty-
minen kokonaan. [5.] 
Deleetiolla ja insertiolla toiminnallisen merkityksen tärkein tekijä on geenin koodaavan 
alueen pituusmuutoksen jaollisuus kolmella. Toisin sanoen jos insertio tai deleetio ta-
pahtuu geenin koodaavalla alueella eikä syntynyt sekvenssi ole kolmella jaollinen, 
muodostuu aina väärä aminohappoketju ja useimmiten aiheutuu ennenaikainen geeni-
tuotteen valmistuksen lopetus. Geenin lukukehystä muuttavien deleetioiden ja inserti-
oiden merkitys riippuu myös siitä, kuinka tärkeässä kohdassa valkuaisaineen rakenteen 
tai entsymaatisen toiminnan kannalta mutaatio sijaitsee. [5.] 
Geenin alkupään mutaatio voi aiheuttaa sen, että geeniä ei lueta lähetti-RNA:ksi ollen-
kaan. Intronin mutaatiot eivät yleensä aiheuta mendelistisesti periytyviä sairauksia, 
joskus ne kuitenkin voivat poistaa tai aiheuttaa uuden RNA:n silmukoinnin tunnistusse-
kvenssin. Tästä saattaa seurata eksonin virheellinen pois silmukoiminen.  Myös eksonin 
pistemutaatio voi vaikuttaa virheisiin silmukoinnissa. Silmukointivirheestä voi aiheutua 
lukukehyksen muuttuminen, mikä taas saa aikaan virhekohdan jälkeisen koodin virhe-
luennan translaatiossa. [5.] 
2.3 Geenitestauksen menetelmiä 
Suorassa geenidiagnostiikassa sovelletaan menetelmiä, joista nykyään useimmat poh-
jautuvat polymeraasiketjureaktioon (PCR). PCR-menetelmässä DNA monistetaan ensin 
miljooniksi kopioiksi ja tämän jälkeen voidaan selvittää monistustuotteen rakennetta tai 
virheitä. PCR-monistuksen ansiosta on mahdollista tutkia hyvin niukkoja ja huonokun-
toisiakin näytteitä. Sen rajoittavana tekijänä on, että sillä pystytään monistamaan vain 
muutamien tuhansien nukleotidien mittaisia alueita. PCR-menetelmää voidaan siis hyö-
dyntää vain tutkittavan mutaation koon ollessa suhteellisen pieni. [5.] 
Kun tutkitaan tuntematonta mutaatiota, jonka sijaintia ei tunneta, yleisin tapa on mo-
nistaa geenin kaikki eksonit ja etsiä niistä poikkeamia. Vallitsevin menetelmä on tunnis-
taa mutaatio selvittämällä emäsjärjestys suoraan sekvensointireaktiolla. [5.] 
4 
 
Automatisoitu sekvenssianalyysi perustuu DNA-synteesin pysäyttäviin dideoksinukleoti-
deihin, jotka tunnistetaan fluoresenssisignaalin värin mukaan. Saatua sekvenssiä verra-
taan tunnettuun referenssisekvenssiin, jolloin voidaan todeta yhdenkin nukleotidin erot 
luotettavasti. Sekvenssien tulkinnalla selviää, onko löytyneellä mutaatiolla ratkaisevaa 
vaikutusta proteiinin rakenteeseen, jolloin kyseessä olisi tautia aiheuttava mutaatio. 
Sitä voidaan selvittää tutkimalla, löytyykö normaaliväestöstä samanlaista muutosta tai 
onko kyseisellä muutoksella todettu aiempia assosiaatioita tautiin. Voidaan myös tutkia 
lisää näytteitä samasta taudista. Muutoksia tulee tutkia harkiten, koskaan ei voida teh-
dä suoria päätelmiä muutoksen biologisesta luonteesta. [5.] 
Kvantitatiivisen PCR-tekniikan mittaaman geeniannoksen käyttäminen on suoraviivaisin 
tapa selvittää deleetio tai geenimonistuma. Menetelmää ei kuitenkaan voida käyttää 
useiden geenialueiden annoksen samanaikaiseen mittaamiseen. Sitä vastoin MLPA-
tekniikalla (multiplex ligation-dependant probe amplification) pystytään tutkimaan usei-
ta geenejä yhtäaikaisesti. Analyysi etenee siten, että geenin kaikilla eksoneilla on omat 
spesifiset koetinparinsa, jotka hybridisoituvat täysin vierekkäin. Ligaasireaktiossa hybri-
disoituneet koettimet liitetään yhteen. Näiden yhtyeenliittyneiden alukkeiden määrä 
kuvaa alkuperäisten sitoutumispaikkojen määrää. Alukkeiden määrää tarkastellaan 
PCR-monistuksella ja tulosta verrataan muista eksoneista saatuihin tuloksiin. Näiden 
menetelmien yhteinen tekijä on se, että ne pystyvät mittaamaan ainoastaan koettimen 
tunnistaman geenin osan suhteellista määrää näytteessä eivätkä ne kykene havaitse-
maan uudelleenjärjestymiä, joissa sitoutumiskohtien määrä ei muutu. [5.] 
Vertailevassa genomisessa hybridisaatiossa (VGH) DNA:n uudelleenjärjestymämutaati-
oita tutkitaan koko genomin laajuisesti. Siinä potilasnäytteen DNA leimataan merkkiai-
neella ja kontrollinäytteen DNA eri merkkiaineella. DNA:t sekoitetaan keskenään ja 
hybridisoidaan lasille kiinnitettyihin kromosomeihin tai synteettisiin DNA-koettimiin, 
jotka ovat kiinni lasi- tai piilevyssä. Näytteiden fluoresenssit mitataan ja ne tunniste-
taan värieron perusteella [5.] 
Geenitestausta käytetään vasta perusteellisen harkinnan jälkeen, kun selvitetään henki-
lön periytyvää syöpäalttiutta. Silloin pitäisi myös varmistaa suvussa esiintyneet syöpä-
tapaukset sairaskertomuksista. [5.] 
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3 Munasarjasyöpä 
Kaikista naisten gynekologisista syöpätaudeista munasarjasyöpä on toiseksi yleisin. 
Munasarjasyövän esiintymishuippu on 60 ja 70 ikävuoden välissä. Myöhemmällä iällä 
esiintyvyys vähenee. Vain kolme prosenttia kaikista sairastuneista on alle 30-vuotiaita 
ja alle 40-vuotiaita on 7 % [3]. Kuvassa 2 on esitetty elossa olevien munasarjasyöpä-
potilaiden määrät prosentteina eri aikakausina [2]. Munasarjasyöpä on yleisin kuolinsyy 
gynekologisista sairauksista [6]. Munasarjasyöpä uusiutuu usein ja arviolta 10–20 % 
potilaista kuolee syövän uusiutumisen takia [3]. 
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Kuva 1. Keskimääräiset munasarjasyöpäpotilaiden elossaoloprosentit eri aikakausina [2] 
3.1 Munasarjat 
Munasarjat ovat osa naisen sukupuolielimiä (kuva 1). Munasarja on melko litteä, 2–5 
cm pitkä ja paksuudeltaan noin 1 cm. Kumpikin munasarja painaa sukukypsällä naisella 
5–8 g. Munasarjat ovat kiinnittyneet lantion sivuseinään ja kohtuun. Ne ovat vatsakal-
von päällystämiä rauhasia, joissa on sidekudoksen sisällä eri kypsymisvaiheissa olevia 
munasoluja. Syntymähetkellä alkumunasoluja on arvioitu olevan pari miljoonaa, joista 
suurin osa surkastuu jo ennen murrosikää. [11.] 
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Kuva 2. Naisen lisääntymiselimistö [12] 
Munasarjat erittävät naishormoneita eli estrogeenejä ja keltarauhashormoneita eli ges-
tageeneja, joista tärkein on progesteroni. Estrogeenit aiheuttavat kohdun limakalvon 
kasvuvaiheen ja vaikuttavat sukupuolielinten kehitykseen murrosiässä. Lisäksi estro-
geenit ovat osallisena tyttöjen murrosiän kasvupyrähdyksessä ja sekundaaristen suku-
puolitunnusmerkkien kehittymisessä. Progesteroni aiheuttaa kohdun limakalvon eritys-
vaiheen, munanjohtimien limakalvon paksuuntumisen ja erityksen lisääntymisen. Pro-
gesteroni on välttämätön raskauden aikana, koska se hillitsee supistuksia. Se saa myös 
aikaan rauhasrakkuloiden kasvun maitorauhasissa. Lisäksi progesteroni vilkastuttaa 
aineenvaihduntaa. Naisten hormonien eritys vaihtelee kuukautisrytmin mukaan. Mu-
nasarjat erittävät mainittavia määriä hormoneja ensimmäisen kerran vasta murrosiäs-
sä. Naisen elämän aikana tapahtuu korkeintaan 500 ovulaatiota. Loput munasolut sur-
kastuvat vaihdevuosiin mennessä, jolloin myös estrogeenien eritys vähenee ja mu-
nasarjat pienenevät. [11.] 
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3.2 Taudin ominaisuudet 
Levinneisyysaste, kasvaimen laatu, mahdollinen jäännöskasvaimen määrä ja potilaan 
ikä vaikuttavat merkittävästi sairaudesta selviämiseen [7]. Munasarjasyöpä jaetaan 
neljään levinneisyysasteeseen: I levinneisyysasteessa syöpäkasvain on rajoittunut vain 
munasarjoihin, II levinneisyysasteessa se ei ole levinnyt lantion seudun ulkopuolelle, 
III levinneisyysasteessa kasvain on rajoittunut vatsaontelon alueelle ja IV levinneisyy-
sasteessa se on levinnyt jo vatsaontelon ulkopuolelle, mahdollisesti maksaan, keuhkoi-
hin ja keskushermostoon asti. Mitä pienemmälle alueelle munasarjasyöpä on levinnyt, 
sitä paremmat paranemismahdollisuudet potilaalla on [8]. 
Epiteliaalinen munasarjasyöpä on munasarjasyövän tunnetuin muoto, ja se jaetaan 
histologisiin alatyyppeihin: papillaarinen seroosi (papillary serous), epiteliaalinen endo-
metrioidi (endometrioid epithelial), musinoosi (mucinous), kirkassolukarsinooma (clear 
cell carcinoma), siirtymäsolukarsinooma (transitional cell carcinoma, Brenner tumors), 
karsinosarkooma (carcinosarcoma), epiteliaalinen sekamuotokasvain (mixed epithelial 
tumor), ja erilaistumaton karsinooma (undiffereiated carcinoma) [6; 9]. Seerosia ala-
tyyppiä kaikista munasarjasyövistä edustaa 40 %, endometrioidia 10–24 %, mu-
sinoosia 3–10 %, kirkassolukarsinoomaa 5–11 %, siirtymäsolukarsinoomaa alle 0,1 %, 
sekamuotoa 5 % ja erilaistumatonta 6 % sekä karsinosarkoomaa 1–2 % [3; 9]. Seroosi 
on yksi laajimmille leviävistä munasarjasyövän alatyypeistä, ja se löydetään yleensä 
vasta levinneisyysasteissa III tai IV. Kasvain on kahdessa kolmasosaa tapauksista mo-
lemminpuolinen. Kirkassolukarsinooman, epiteeliaalisen endometrioidin ja musinoosin 
kasvaimilla on tapana rajoittua vain munasarjoihin. Niissä harvinaisissa tapauksissa, 
kun kirkassolukarsinooma leviää munasarjojen ulkopuolelle, se on erittäin aggressiivi-
nen. Musinoosi-alatyyppiin sairastuneella potilaalla on yleensä hyvät selviytymismah-
dollisuudet. Siirtymäsolukarsinooman kasvaimista kolmasosa on mikroskooppisen pie-
niä ja yli puolet kasvaimista on halkaisijaltaan pienempiä kuin kaksi senttimetriä. Mu-
nasarjasyövän erilaistumaton karsinooma -alatyypissä ei ole havaittavissa helposti tun-
nistettavia ominaisuuksia mistään epiteliaalisen munasarjasyövän solutyypeistä. Se 
kasvaa hyvin nopeasti ja leviää laajalle alueelle. Sillä on huonoin ennuste kaikista epite-
liaalisista munasarjasyövistä [9]. 
Muita harvinaisempia munasarjatyyppejä ovat itusolukasvaimet ja sukupienkasvaimet 
[3]. Itusolukasvaimet ovat yleisimpiä nuorilla hedelmällisyysikäisillä naisilla ja se on 
hyvin heterogeeninen kasvainryhmä. Kasvainten kehityksestä ja erilaistumisesta on 
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selvitetty vasta melko vähän, mutta niiden kehityksellä tiedetään olevan yhteys esi-
itusoluihin ja kantasoluihin [10]. Sukupienkasvaimet ovat hieman yleisempiä kuin 
itusolukasvaimet, ja niiden esiintyminen on tavallisempaa vanhemmilla naisilla. Suku-
pienkasvaimille tyypillistä on hormonaalinen aktiivisuus, joka saattaa aiheuttaa kliinisiä 
oireita [3]. 
3.3 Taudin synty 
Munasarjasyövän kehittyminen kestää vuosia. Munasarjasyövässä niin kuin muissakin 
syövissä solun DNA:han kertyy vaurioita, mutta siitä huolimatta vaurioitunut solu pys-
tyy jakautumaan. Vähitellen yhä useammat solut muuttuvat poikkeaviksi ja ne kasvavat 
elimistön säätelyjärjestelmistä riippumattomasti muodostaen syöpäkasvaimen. [1.]  
Terveissä soluissa kromosomiluku on normaali eli 23 kromosomiparia, mutta syöpäku-
dossoluissa kromosomiluku saattaa vaihdella erittäin paljon [1]. Munasarjasyöpä alkaa 
kehittyä vasta, kun samassa solussa on tapahtunut useita DNA-muutoksia. Normaalin 
solun kehittyminen syöpäsoluksi edellyttää, että se kykenee jakaantumaan itsenäisesti. 
Tämä johtuu DNA:n vaurioitumisen aikaansaamasta kasvutekijöiden toiminnan kiihty-
misestä ja solun kasvurajoitegeenin toiminnan estymisestä. Normaalit solut kokevat 
apoptoosin eli ohjelmoidun kuoleman silloin, kun niiden toiminta on muuttunut virheel-
liseksi, kuten silloin kun niiden elinikä lähestyy loppua ja niiden tilalle tarvitaan uusi 
solu. Syöpäsolut ovat selvästi geneettisesti vaurioituneita, ja siksi niiden pitäisi käydä 
läpi apoptoosi, mutta ne ovat kuitenkin menettäneet mahdollisuutensa tähän.  
Munasarjasyövän pahanlaatuisuus johtuu syöpäsolujen kyvystä tunkeutua ympärillä 
olevaan terveeseen kudokseen. Tämä aiheutuu solujen liikkumista ja vuorovaikutusta 
soluväliaineen kanssa ohjaavien geenijärjestelmien muutoksista. Syöpäsolujen kyky 
tunkeutua tyvikalvojen ja veri- tai imusuonien endoteelikerrosten läpi ja taas uudelleen 
endoteelisoluihin kiinnittyminen ja edelleen uuteen kudokseen tunkeutuminen mahdol-
listaa munasarjasyövän etäpesäkkeiden luomisen. Munasarjasyövän kehittymisen kan-
nalta on välttämätöntä, että kasvain kehittää itselleen uusia verisuonia, koska muuten 
se voi kasvaa vain suunnilleen kuutiomillimetrin kokoiseksi. Oman verisuoniston ansios-
ta kasvain saa riittävästi happea ja ravinteita. Tämä kaikki tapahtuu samalla, kun ne 
itse pystyvät välttämään immuunijärjestelmän tuhoamiksi joutumisen. Syöpäsolujen 
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vastustuskyky johtuu monenlaisista mutaatioista ja niiden muodostumisen helppoudes-
ta. [13.] 
Munasarjasyöpään sairastumisen suurin tunnettu riskitekijä on naisen perheessä tode-
tut munasarjasyövät. Munasarjasyövälle altistavia muita tekijöitä ovat lapsettomuus, 
synnyttämättömyys ja myöhäinen ensisynnytysikä. Toisin sanoen korkea ovulaatioiden 
määrä kasvattaa riskiä sairastua munasarjasyöpään [7]. Hedelmättömyyshoidot, jotka 
eivät kuitenkaan johda synnytykseen, suurentavat sairastumisriskiä arviolta 2,5-
kertaiseksi [3]. Lisäksi erilaisten munasarjojen toimintahäiriöiden on osoitettu lisäävän 
sairastumisriskiä [14]. Muita munasarjalle altistavia tekijöitä ovat korkea sosiaaliryhmä 
ja liikalihavuus [7]. Vaihdevuosien hormonihoitojen tai lapsettomuushoidoissa käytetty-
jen lääkkeiden ei sitä vastoin ole havaittu aiheuttavan munasarjasyöpää. Munasar-
jasyövältä suojaavia tekijöitä ovat raskaus- ja imetysaika sekä yhdistelmäehkäisypille-
reiden käyttö [14]. 
3.4 Taudin oireet ja toteaminen 
Munasarjasyöpä on usein alkuvaiheessaan varsin oireeton ja syöpäkasvain kasvaa 
huomaamattomasti vatsaontelossa (kuva 3). Jos tauti päästään diagnosoimaan varhai-
sessa vaiheessa, se löydetään yleensä sattumalöydöksenä. Oireita alkaa ilmaantua 
useimmiten vasta kun kasvain on kookas tai kun se on levinnyt muihin kudoksiin tai 
toisiin elimiin. Ensin oireet ovat epämääräisiä yleisoireita: väsymystä, painon tunnetta 
alavatsassa, virtsaamisvaivoja, vatsavaivoja tai ruokahaluttomuutta. [14.] 
 
Kuva 3. Munasarjasyöpä [15] 
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Muita munasarjasyövän oireita on vatsaonteloon keräytynyt neste, joka aiheuttaa vat-
san turvotusta. Siksi mahdollisesta painon laskusta huolimatta vatsa kasvaa. Kipu on 
yleensä vasta myöhäisoire. Se voi johtua verenvuodosta kasvaimessa tai kasvaimen 
repeämisestä. Kipua ei ole välttämättä helppo yhdistää gynekologisiin ongelmiin, koska 
sitä saattaa esiintyä muissa elimissä, joihin syöpä on päässyt leviämään. Munasar-
jasyöpä voidaan havaita gynekologisella sisätutkimuksella. Ultraäänikuvaus on helpot-
tanut munasarjakasvainten havaitsemista. Sen avulla voidaan havaita viitteitä pahan-
laatuisuudesta, kuten vatsaonteloon kertynyt neste. [14]. 
Varma syöpädiagnoosi voidaan kuitenkin tehdä vasta mikroskooppisen kudostutkimuk-
sen perusteella. Verikokeiden avulla tutkittavat kasvainmerkkiaineet ovat tärkeitä diag-
nostiikassa sekä hoitovasteen arvioinnissa ja seurannassa. Munasarjasyövän selvim-
mäksi merkkiaineeksi on osoittautunut veren CA 12-5. Sen pitoisuus on noussut noin 
80 % kaikista munasarjasyöpäpotilaista. Se ei kuitenkaan ole tyypillinen merkkiaine 
pelkästään syövälle. Myös monet vatsakalvoa ärsyttävät tekijät, kuten tulehdukset, 
endometrioosi eli kohdun limakalvon sirottumatauti tai jopa kirurgiset toimenpiteet 
voivat aiheuttaa merkkiaineen pitoisuuden nousua. Täydentävinä tutkimuksina käyte-
tään tietokonekerroskuvausta ja magneettikuvausta. [14.] 
3.5 Taudin hoito 
Munasarjoihin rajoittuneessa, hyvin erilaistuneessa ja hitaasti leviävässä taudissa leik-
kaus on usein riittävä hoitomuoto. Kun kasvain on levinnyt munasarjojen ulkopuolelle 
ja kyseessä on erilaistumaton kasvain, tarvitaan syöpäsolujen tuhoamiseen tarkoitettu-
ja lääkkeitä eli solunsalpaajia. Sädehoitoa käytetään harvoin. Leikkauksessa selvitetään 
kasvaimen levinneisyys. Molemmat munasarjat, munanjohtimet, kohtu, umpisuoli ja 
vatsapaita leikataan pois. Myös lantion alueen ja aortan viereiset imusolmukkeet pois-
tetaan. Jos potilas toivoo vielä saavansa lapsia ja kyseessä on vain toiseen munasar-
jaan rajoittunut ja hyvin erilaistunut syöpä, voidaan harkita ainoastaan toisen munasar-
jan poistoa. Tähän liittyy kuitenkin riski, että tauti uusiutuu. Munasarjoihin rajoittu-
neessa munasarjasyövässä potilas paranee leikkaushoidolla lähes aina ja sairaus uusiu-
tuu vain 10 %:lla potilaista.  Laajemmalle levinneessä munasarjasyövässä leikkauksen 
jälkeen annetaan solunsalpaajahoitoa. Solunsalpaajahoidon kokonaispituus on tavalli-
sesti vähintään puoli vuotta ja yleensä käytetään kahden aineen yhdistelmää. Sädehoi-
dolla ei ole osoitettu olevan suurta vaikutusta munasarjasyövän hoidossa. Sitä voidaan 
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käyttää harkiten, jos solunsalpaajahoidon jälkeen on jäänyt pieni paikallinen kasvain tai 
seurannassa löydetään lantion alueelle rajoittunut paikallinen uusiutuma. [8.]  
3.6 Periytyvyys ja geneettiset löydökset 
Arviolta noin 5-10 % munasarjasyöpäpotilaista kantaa periytyvää alttiutta aiheuttavaa 
geenivirhettä. Naisen todennäköisyys saada munasarjasyöpä on 5 %, jos hänen yhdel-
lä lähisukulaisellaan on todettu munasarjasyöpä ja 7 %, jos sairastuneita lähisukulaisia 
on useampia. Periytyvää munasarjasyöpäalttiutta aiheuttavat esimerkiksi mutaatiot 
BRCA1- ja BRCA2-geeneissä, jotka ovat kasvunrajoitegeenejä ja osallistuvat kaksijuos-
teisen DNA:n virheiden korjaukseen [3]. BRCA1 sijaitsee kromosomissa 17q21.2 ja 
BRCA2 sijaitsee kromosomissa 13q13.1 [16]. 
BRCA1-ja BRCA2-geenien periytyviin mutaatioihin liittyy suuri riski sairastua rin-
tasyöpään ja pienempi riski munasarjasyöpään.  Munasarjasyöpä on yleisempää ja ke-
hittyy varhaisemmalla iällä BRCA1- kuin BRCA2-suvuissa. BRCA1-mutaatio on löydetty 
noin 5 %:sta ja BRCA2-mutaatio noin 1 %:sta valikoimattomia munasarjasyöpäpotilai-
ta. Mutaatioiden sijainnilla on havaittu olevan merkitystä munasarjasyövän riskin suu-
ruuteen. Esimerkkinä tästä on osoitettu, että niissä BRCA1-suvuissa, joissa mutaatio 
sijaitsee geenin alkupäässä, esiintyy enemmän munasarjasyöpää kuin suvuissa, joissa 
mutaatio on geenin loppupäässä. [17.] 
Merkittävin BRCA1- ja BRCA2-mutaation löytymistä ennustava tekijä on sekä rinta- että 
munasarjasyövän esiintyminen samalla henkilöllä. Myös munasarjasyöpäpotilaan lä-
hisukulaisella todettu rintasyöpä lisää mahdollisuutta, että taustalla on BRCA1- tai 
BRCA2-mutaatio. Kyseiset mutaatiot löytyvät noin neljäsosalla munasarjasyöpäsuvuis-
ta. Mutaatio havaitaan yleensä suvuissa, joissa munasarjasyöpään sairastuneita on 
useampi, tai joissa munasarjasyöpäpotilaiden lisäksi on alle 50 vuoden iässä todettu 
rintasyöpätapaus. Mitä vähemmän suvussa on munasarjasyöpäpotilaita, sitä pienempi 
on todennäköisyys, että suvusta löytyy BRCA1- tai BRCA2-mutaatioita. Mutaationegatii-
visten sukujen sairastuminen voi johtua sattumasta ja yhteisistä ympäristötekijöistä, 
mutta osassa sukuja syöpäalttius saattaa johtua uusien, vielä tunnistamattomien gee-
nien mutaatioista. [17.] 
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Hiljattain rinta- ja munasarjasyöpäsuvuista löytyneiden RAD51D-geenin inaktivoivien 
mutaatioden on havaittu suurentavan erityisesti munasarjasyöpäriskiä. RAD51D-
mutaation kantajilla arvioidaan olevan kuusinkertainen riski sairastua munasar-
jasyöpään [18]. RAD51D osallistuu kaksijuosteisen DNA:n vaurioiden korjaamiseen, 
jotka tapahtuvat DNA:n replikaation aikana, ja se sijaitsee kromosomissa 17q12 [19]. 
Muita munasarjalle altistavia kromosomialueita on tunnistettu kromosomeista 9p22, 
2q31, 8q24 ja 19p13 [4]. 
4 BRIP1-geeni 
BRIP1 (BRCA1-interacting protein C-terminal helicase) tunnetaan myös nimellä BACH1 
ja FANCJ. Ihmisellä sen genominen sijainti on kromosomissa 17 (59,759,985-
59,940,755 nt) ja sytogeneettisesti kromosomissa 17q23.2 (kuva 4) [20]. Se on komp-
lementaarinen ja sillä on 20 koodaavaa eksonia. BRIP1:llä on myös yksi vaihtoehtoinen 
muoto, jossa yksi eksoni on silmukoitunut pois, jolloin siinä on vain 19 eksonia [16]. 
 
Kuva 4. BRIP1 sijaitsee kromosomissa 17q23.2. Kuvan punaiset palkit kuvaavat geenin koo-
daavia alueita [16; 21].  
BRIP1 koodaa 1249 aminohappoa pitkää proteiinia, joka toimii lähinnä tumassa. Prote-
iinin koko on 140,9 kDa. Se on DNA-riippuvainen ATPaasi ja 5’-3’ -suuntainen DNA-
helikaasi-entsyymi, jota tarvitaan ylläpitämään genomista tasapainoa. Häiriöt genomi-
sessa tasapainossa voivat johtaa syövän kasvua edistävien geenien aktivoitumiseen ja 
syövän kasvua jarruttavien geenien estoon. Häiriöiden muodostumisen estämiseksi 
DNA:n korjausmekanismit ovat välttämättömiä ja BRIP1 on osa näitä mekanismeja. 
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BRIP1 on suoraan vuorovaikutuksessa BRCA1:n kanssa. Näiden muodostama komplek-
si osallistuu kaksoisjuosteisen DNA:n vaurioiden korjaamiseen [19]. BRIP1 kiinnittyy 
tiettyihin DNA:n vauriokohtiin ja väliaikaisesti erottaa DNA-juosteet toisistaan tällä koh-
dalla. Tämä antaa BRCA1:lle mahdollisuuden saavuttaa vahingoittuneet alueet ja korja-
ta ne. Näin ne huoltavat yhdessä DNA:n rikkoutuneita juosteita, mikä ehkäisee soluja 
kartuttamasta geneettistä vahinkoa [22].  
4.1 BRIP1-mutaatiot munasarjasyövässä 
Vuonna 2011 islantilainen tutkimusryhmä havaitsi munasarjasyöpäperheiden perimän 
tutkimuksessa, että vahvin geneettinen yhteys munasarjasyöpäalttiuteen löytyy kro-
mosomista 17q23.2. Merkittävin yhteys liittyi rs34289250-SNP C -alleeliin, joka sijaitsee 
BRIP1-geenin intronissa. Tutkittaessa kyseisen snipin kantajien koko genomia heiltä 
löytyi kahden emäsparin lisääntymä (insertio) BRIP1:n eksonissa 14 
(c.2040_2041insTT). Mutaatio aiheuttaa muutoksen geenin lukukehyksessä ja ennen-
aikaisen proteiinin translaation päättymisen aminohapossa 687. Sen kantajilla on todet-
tu olevan kahdeksankertainen riski sairastua munasarjasyöpään. Samaan tutkimukseen 
liittyen espanjalaisten munasarjasyöpäpotilaiden geenistä todettiin poistuma (deleetio) 
eksonissa 12 (c.1702_1703del). Se johtaa myös geenin lukukehyksen muuttumiseen ja 
proteiinin translaation ennenaikaiseen päättymiseen aminohapossa 576. Islantilaiset 
selvittivät tutkimuksessaan myös, että BRIP1 toimii klassisen tuumorisupressorin ta-
voin, eli BRIP1-mutaatioiden kantajien kasvainkudoksessa normaali alleeli häviää delee-
tion myötä ja jäljelle jää vain mutatoitunut BRIP1 [4]. Aikaisemmassa tutkimuksessa on 
osoitettu, että munasarjasyövän riski lisääntyy, kun BRCA2-mutaation kantajilla tode-
taan myös BRIP1-mutaatio [23]. 
4.2 BRIP1:n mutaatiot muissa sairauksissa 
BRIP1-geenin mutaatioiden on todettu vaikuttavan myös muihin sairauksiin. Tähän 
mennessä BRIP1-mutaatioita on löydetty ainakin rintasyöpää ja Fanconin anemian J-
tyypiä (Fanconi anemia, complementation group J) sairastavilta potilailta [24]. Fanco-
nin anemia on tavallisesti autosomaalinen peittyvästi periytyvä syndrooma, jonka oirei-
ta ovat anemian lisäksi vaihtelevat synnynnäiset epämuodostumat ja luuydinmurtumat. 
Lisäksi se altistaa ihmisiä kiinteille kasvaimille ja hematologisille taudeille, kuten leuke-
mialle. Fanconin anemian on osoitettu miehillä heikentävän hedelmällisyyttä, ja myös 
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osalla Fanconin anemiaa sairastavista naisista on ongelmia hedelmöittymisessä ja ras-
kaus on usein monimutkaista [25]. 
BRIP1-geenin heterotsygoottiset mutaatiot aiheuttavat suhteellista rintasyöpäriskiä, 
kun taas homotsygoottiset mutaatiot aiheuttavat Fanconin anemiaa [24].  On tehty 
myös sellaisia tutkimuksia, joissa on saatu ristiriitaisia tuloksia. Ne viittaavat siihen, että 
muutoksilla BRIP1-geenissä ei ole merkittävää vaikutusta rintasyövän kehittymiseen. 
Ainakaan miesten rintasyövässä BRIP1-mutaatiot eivät ole merkityksellisiä [26]. BRIP1-
mutaatiot lisäävät rintasyöpäriskiä ainoastaan kaksinkertaiseksi, kun taas BCRA1-
mutaatiot suurentavat riskiä yli kymmenenkertaiseksi. Vielä ei ole löydetty selitystä 
sille, miksi näillä geeneillä on niin erilainen vaikutus rintasyöpäriskiin, huolimatta niiden 
koodaamien proteiinien läheisestä kanssakäymisestä. Kaiken lisäksi toimettomaksi te-
kevät mutaatiot BRIP1-geenissä ovat todella harvinaisia ja täten niiden merkitys rin-
tasyövän riskin kasvamiselle on pieni [27]. Samassa tutkimuksessa, jossa osoitettiin 
munasarjasyöpäriskin lisääntyvän, jos BRCA2- ja BRIP1-mutaatiot ovat samalla henki-
löllä, osoitettiin myös, että BRCA1-mutaatioiden kantajien riski sairastua rintasyöpään 
kasvaa, jos heiltä löydetään BRIP1-mutaatio [23]. 
5 Materiaalit ja menetelmät 
5.1 Eettiset luvat 
Tutkimussuunnitelma sekä näytteiden keräys ja käyttö tutkimukseen on hyväksytty 
paikallisissa eettisissä toimikunnissa. 
5.2 Näytteet ja alukkeet 
Näytteinä käytettiin munasarjasyöpäpotilailta kerättyjä plasmanäytteitä (Oulu, Ulla 
Puistola, lähetetty Helsinkiin 3/2011). Näytteitä oli yhteensä 205. BRIP1-geenin refe-
renssisekvenssi (NG_007409) haettiin NCBI:ltä [21] ja alukkeet eksonin 12 mutaatiolle 
(BRIP1_ex12delTT) suunniteltiin Primer3 Input (version 0.4.0) -ohjelmalla [28]. Aluk-
keet linjattiin ihmisen referenssigenomiin UCSC Genome Browserin blat-toiminnolla 
[29]. Tällä tavoin tarkistettiin, etteivät alukkeet monista useampia alueita genomista. 
Alukkeiden sekvenssit on esitetty taulukossa 1. 
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Taulukko 1. Alukkeet 
Aluke Sekvenssi PCR-tuote Eksonissa  
BRIP1_ex12delTT_F GCACTTTCTTTGCATCTAGATTTG 
BRIP1_ex12delTT_R CAGCTGGATTTAAGCACCAA 
183 nt 12 
BRIP1_ex14insAA_F TAGGTTTGGGTTGGTACCATTG 
BRIP1_ex14insAA_R TGTTGCCTCTACCCTAGGAAGC 
275 nt 14 
 
Alukkeet suunniteltiin monistamaan mahdollisimman lyhyttä PCR-tuotetta, koska plas-
masta on vain vähän soluja ja näin ollen DNA:n saantona olisi ainoastaan vähän laadul-
taan tuntematonta DNA:ta. Eksonin 14 mutaatiolle (BRIP1_ex14insAA) käytettiin samo-
ja alukkeita kuin islantilaiset käyttivät julkaisussaan [4]. 
Eksoni 12, jossa monistettava alue on korostettu ja introni kirjoitettu pienellä sekä 
alukkeiden sitoutumiskohdat alleviivattu:  
gcactttctttgcatctagATTTGCAGATGATTATAAAATTGCGATTCAACAGACTTACTCCTGGACAA
ATCAGATTGATATTTCAGACAAAAATGGGTTGTTGGTTCTACCAAAAAATAAGAAACGTTCAC
GACAGAAAACTGCAGTTCATGTGCTAAACTTTTGGTGCTTAAATCCAGCTGTG  
Eksoni 14, jossa monistettava alue on korostettu ja introni kirjoitettu pienellä sekä 
alukkeiden sitoutumiskohdat alleviivattu:  
tagGTTTGGGTTGGTACCATTGGGTCAGGCCCCAAGGGTCGGAATCTCTGTGCTACCTTCCAG
AATACTGAAACATTTGAGTTCCAAGATGAAGTGGGAGCACTTTTGTTATCTGTGTGCCAGACT
GTGAGCCAAGGAATTTTGTGTTTCTTGCCATCTTACAAGgtaagggaatatttattgtttcttttgcctttaa
ataatcatttacattttaaacattggcatgctaattttaaaattaccacagtaagcttcctagggtagaggcaaca 
5.3 DNA:n eristys plasmasta ja konsentraation mittaus 
DNA eristettiin plasmasta kitin (MACHEREY-NAGELin NucleoSpin) ohjeen mukaan. Solut 
hajotettiin inkuboimalla plasmanäytteitä vetysidoksia hajottavia ioneja sisältävässä liu-
oksessa, jossa oli myös proteinaasi K:ta. Sopivat olosuhteet DNA:n sitomiseksi kvartsi 
membraaniin saatiin aikaiseksi lisäämällä etanolia. Sitoutumisprosessi oli käänteinen ja 
spesifinen nukleiinihapoille. Kontaminaatiot pestiin vain yhdessä vaiheessa. Lopuksi 
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puhdas DNA eluoitiin matalissa ionipitoisissa olosuhteissa käyttäen hieman alkaalista 
eluointi puskuria.  
DNA:n konsentraatio mitattiin spektrofotometrilla (Thermo Scientific NanoDrop 8000).  
5.4 PCR 
PCR-reaktiot tehtiin tamerissa (Peqlab Biotechnologie GmbH Ultraviolet Sterilizing PCR 
Workstation). Ennen aloittamista vesi, puskuri, eppendorf-putket ja plate UV-valotettiin 
15 min ajan. 
Alukkeiden toimivuus testattiin taulukon 2 mukaisilla ainemäärillä ja taulukon 3 mukai-
sella PCR-ohjelmalla. 
Taulukko 2. PCR-reagenssit 
Reagenssit Määrä (µl) Loppupitoisuudet 
DNA (0,23–190) ng/µl 3 0,69–570 ng 
10xPuskuri (Applied Biosys-
tems) 
2,5 1x 
dNTP (Finnzymes) (10 mM) 0,4 0,16 mM 
Alukkeet F ja R (Sigma-Aldrich) 
(20 µM) 
0,25 + 0,25 0,2 µM + 0,2 µM 
Entsyymi: AmpliTaq Gold (Ap-
plied Biosystems) 5 U/µl 
0,1 0,5 U 
Steriili vesi (Baxter Healthcare, 
SA, Zyrich, Switcherland) 
18,5  
 
Taulukko 3. PCR-ohjelma 
 Lämpötila Aika 
Alkudenaturaatio 95°C 10 min 
Denaturaatio 95°C 45 s 
Alukkeen kiinnitys 60°C 1 min 
Pidennys 72°C 1 min 
Loppupidennys 72°C 10 min 
Säilytys 10°C ∞ 
40 
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PCR-reaktioiden toimivuus tarkistettiin 2 % agaroosigeelielektroforeesilla. Näytteiden 
ajoa varten sekoitettiin pipetoimalla 2 µl latauspuskuria ja 5 µl näytettä. DNA-koko-
markkeria pipetoitiin 5 µl (Promega G176A 29953205 Phix174 DNA Hae III Markers 1 
µg/µl). Näytteitä ajettiin 1x SB-puskurissa noin 10 min 300 V:lla. Tuotteiden monistu-
mista tutkittiin UV-valon avulla. 
SB-puskuri (Sodium Borate Buffer, pH 8.0) tilattiin liuoslaboratoriosta 5x liuoksena, 
joka sisältää 2 g natriumhydroksidia. Siihen lisättiin 1 l vettä, minkä jälkeen liuos tasat-
tiin pH 8.0:aan boorihapolla.  
Onnistuneet PCR-tuotteet puhdistettiin taulukon 4 mukaisesti: PCR-tuotetta pipetotiin 5 
µl ja PCR-puhdistusentsyymiseosta ExoSAP-IT:a (Affymetrix) 2 µl. ExoSAP-IT elvyttää 
lyhyet ja pitkät PCR-tuotteet ja poistaa kontaminoivat alukkeet ja dNTP:n käyttämällä 
kahta hydrolyyttista entsyymiä Eksonukleaasi I ja Shrimp Alkalinen fosfataasi. ExoSAP-
IT:n optimaalinen toimintalämpötila on 37 °C:ssa. ExoSAP-IT-seoksessa olevat ent-
syymit inaktivoituvat, kun sitä inkuboidaan 80 °C:ssa 15 min [30]. 
Taulukko 4. Puhdistusohjelma 
Lämpötila Aika 
37°C 15 min 
80°C 15 min 
10°C ∞ 
5.5 Sekvenssianalyysi 
Puhdistuksen jälkeen kaikki näytteet, myös ne jotka olivat epäonnistuneet PCR:ssä, 
valmisteltiin lähetettäväksi sekvensointiin. Kaikki sekvensoinnit tehtiin 5 µM F-suunnan 
PCR-alukkeilla. Puhdistettua PCR-tuottetta pipetoitiin 2 µl ja 5 µM sekvensointialuketta 
pipetoitiin 0,7 µl Thermo Fast 96 Skirted PCR-levylle. PCR-tuotteet sekvensoitiin BigDye 
v.3.1 -reaktiolla (Applied Biosystems) ja ABI3730xl DNA -analysaattorilla (Applied Bio-
systems) valmistajan protokollan mukaan Suomen molekyylilääketieteen instituutissa 
(FIMM). 
Saadut sekvenssit haettiin Remote Desktop Connectionin kautta Sequencing Browserilla 
sähköpostiin tulleen koodin avulla. Sekvenssit analysoitiin Mutation Surveyor Network 
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V3.25 -ohjelmalla (SoftGenetics) ja apuna käytettiin NCBI:stä haettua referenssise-
kvenssiä (NG_007409) [22]. Sekvensseistä etsittiin kaikkia mahdollisia mutaatioita tut-
kittavilta alueilta. 
6 Tulokset ja tulosten tarkastelu 
6.1 DNA:n saanto ja laatu 
DNA:ta saatiin onnistuneesti eristettyä 198 näytteestä alkuperäisistä 205 näytteestä. 
Näytteiden saanto- ja puhtausjakaumat ovat kuvissa 5 ja 6. 
Kuten kuvasta 5 näkee, ei näytteiden saanto ollut kovin runsasta. Suurimmasta osasta 
näytteitä (n=107) DNA:ta saatiin ainoastaan 0–5 ng/µl ja näytteiden keskimääräinen 
saanto oli 11 ng/µl. Vain yhdestä näytteestä DNA:ta saatiin enemmän kuin 100 ng/µl. 
Tämä oli kuitenkin odotettavissa, sillä plasmanäytteissä ei pitäisi olla kovinkaan paljon 
soluja ja siksi siinä on vain vähän DNA:ta. Yleisesti ottaen plasmasta 90 % on vettä, 
loput ovat mm. proteiineja, mineraaleja ja kuona-aineita [31]. Epäillään, että solutonta 
DNA:ta vapautuu plasmaan apoptoosien ja nekroosien vaikutuksesta [32].  
Näytteiden pitoisuudet
7
107
58
32
1
0
20
40
60
80
100
120
<0 0–5 5–20 20–100 >100
ng/µl
Kpl
 
Kuva 5. Näytteiden konsentraatiot 
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Todellisuudessa odottamatonta oli, että DNA:ta saatiin niinkin paljon. On kuitenkin teh-
ty tutkimuksia, joissa on todettu, että syöpäpotilailta pystytään eristämään enemmän 
DNA:ta plasmasta kuin terveiltä ihmisiltä [33]. Kenties heillä kasvainsoluista vapautuu 
enemmän aineita plasmaan. DNA-pitoisuudet olivat myös hyvin vaihtelevia. Useassa 
tutkimuksessa on eristetty näytteen mukaan muuttuvia määriä DNA:ta plasmasta käyt-
täen samaa menetelmää ja eräässä tutkimuksessa havaittiin DNA:n vaihtelevan myös 
maantieteellisesti. Saannon vaihtelevuus saattaa selittyä sillä, että plasmassa on eri 
määrät DNA:ta ihmisestä riippuen. 
Näytteiden puhtaus oli melko huono, sillä ainoastaan 11 näytteen puhtaus oli välillä 
1,80–2,00 (kuva 6), joka yleensä kuvastaa proteiinista hyvin puhdistunutta ehyttä 
DNA:ta. Näistä vain yhden pitoisuus oli yli 10 ng/µl. Enimmäkseen puhtaus jää raja-
arvon alapuolelle eli välille 1,00–1,49 (n=113). Näissä näytteissä on enemmän alueella 
280 nm absorboivia yhdisteitä kuin 260 nm aallonpituutta absorboivia yhdisteitä kuten 
proteiineja.  
Näytteiden puhtaus
27
113
35
11
19
0
20
40
60
80
100
120
< 1 1,00–1,49 1,50–1,79 1,80–2,00 > 2
(260/280)
Kpl
 
Kuva 6. Näytteiden puhtaudet 
On mahdollista, että käytetty eristysmenetelmä ei välttämättä ollut paras mahdollinen 
DNA:n eristämiseksi plasmasta, siksi saatiin laadultaan niin huonoa DNA:ta. Luulta-
vampaa kuitenkin on, että huono puhtausaste johtuu solujen ja näin ollen eristettävän 
DNA:n vähäisestä määrästä plasmassa, jolloin proteiinien määrä näytteessä on huo-
mattavasti suurempi kuin DNA:n eikä eristysmenetelmä onnistu poistamaan proteiineja 
tarpeeksi tehokkaasti.  
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DNA:sta voitaisiin saada puhtaampaa, jos kokeiltaisiin eri inkubointilämpötiloja ja -
aikoja. Nyt näytteitä inkuboitiin 70 ºC:ssa 15 min ajan. Eräässä tutkimuksessa suositel-
tiin, että plasmanäytteitä kannattaisi säilyttää -70 ºC:ssa ennen uuttoa ja DNA kannat-
taisi eristää mahdollisimman lyhyen ajan sisällä plasman erottamisesta, koska toistuva 
jäädytys-sulatussykli voi aiheuttaa soluttoman DNA:n fragmentoitumisen [32]. Tässä 
tutkimuksessa plasmanäytteitä säilytettiin vain -20 ºC:ssa, joten myös tämä saattoi 
alentaa näytteiden laatua. Lisäksi näytteiden puhtaus mitattiin NanoDrop-laitteella, joka 
mittaa hajonneen DNA:n samalla tavalla kuin ehjänkin, joten näytteiden puhtaudet 
eivät välttämättä olleet sitä, mitä laite väitti niiden olevan. 
6.2 DNA:n monistuminen 
Kaikista näytteistä, joista DNA:ta saatiin ainakin vähän, tehtiin PCR eli yhteensä 198 
näytteestä. PCR onnistui eksonin 12 alukkeilla 187 näytteellä eli 94,4 %:lla ja eksonin 
14 alukkeilla 186 näytteellä eli 93,9 %:lla. 
PCR-reaktio epäonnistui 8 näytteellä molemmilla eksoneilla. Näistä 2:lla puhtaus oli 
välillä 1,80–2,00 ja saantokin oli kohtuullinen, joten näiden näytteiden epäonnistumi-
sen syy ei ollut ainakaan näytteiden puhtaudessa eikä vähäisessä saannossa. Muissa 
epäonnistuneissa PCR-reaktioissa DNA oli laadultaan huonoa. Toisaalta myös jotkut 
näytteet, joiden puhtaus oli huono (jopa <0) eikä saantokaan erityisen suuri, reaktio 
onnistui molemmilla alukkeilla. Ei siis voida suoraan todeta, että DNA:n huonon puh-
tauden takia ei voitaisi saada onnistunutta PCR-reaktiota. 
Esimerkkinä geelielektroforeesin onnistumisesta näkyy kuvasta 7 eksonin 12 alukkeilla 
kymmenen näytteen vyöhykkeen koko, jonka pitäisi olla 183 nt. Eksonin 14 alukkeilla 
vyöhykkeiden koko oli suurempi 275 nt. 
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Kuva 7. Näytteiden N1: 11-0791, N2: 11-0811, N3: 11-0713, N4: 11-0781, N5: 11-0702, N:6 
11-0801, N7: 11-0856, N8: 11-0848, N9: 11-0724 ja N10: 11-0829 eksonin 12 PCR-tuotteet 
ajettuna agaroosigeelissä. 
6.3 Sekvenssianalyysi 
Kaikista näytteistä, joista tehtiin PCR, tehtiin myös sekvenssianalyysi. Aluksi sekvens-
seistä pystyttiin analysoimaan eksonin 12 alukkeilla 123 näytettä 198 näytteestä eli 
62,1 % ja eksonin 14 alukkeilla 182 näytettä 198 näytteestä eli 91,9 %. 
Osaa sekvensseistä oli vaikea tulkita, koska niissä oli niin paljon taustahäiriötä, joten ne 
sekvensoitiin uudelleen R-suunnan 5 µM PCR-alukkeilla. Myös kaikki näytteet, joiden 
PCR-reaktiot olivat onnistuneet, mutta sekvenssit eivät, lähetettiin uudelleen sekvensoi-
taviksi R-suuntaan. 
Uudelleensekvensoinnin jälkeen pystyttiin analysoimaan eksonin 12 alukkeilla 17 näy-
tettä ja eksonin 14 alukkeilla 8 näytettä lisää. Eksonin 12 alukkeilla voitiin siis analysoi-
da 70,7 % ja eksonin 14 alukkeilla 95,6 % kaikista 198 sekvensoitavaksi lähetetystä 
näytteestä. 
Sekvensoitaviksi lähetettiin molemmilla eksoneilla yhteensä 198 näytettä, joista 140:stä 
saatiin onnistuneet sekvenssit eksonin 12 alukkeilla ja 190:stä saatiin onnistuneet sek-
venssit eksonin 14 alukkeilla. 
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Sekvenssit analysoitiin Mutation Surveyorilla (V3.25; SoftGenetics) ja referenssinä käy-
tettiin NCBI:stä haettua sekvenssiä (NM_032043.1) [21]. Näytteistä ei löydetty uusia 
mutaatioita, esimerkit normaaleista sekvensseistä on esitetty kuvissa 8 ja 9. 
 
Kuva 8. Näytteen 11-0874 sekvenssi eksonin 12 alukkeilla 
 
Kuva 9. Näytteen 11-0732 sekvenssi eksonin 14 alukkeilla 
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Vain näytteestä 11-0883 eksonin 14 alukkeilla löytyi yksi jo tunnettu heterotsygootti-
nen polymorfismi: c.2097+7G>A (db SNP:rs4988352), joka on yhden emäksen plymor-
fismi (SNP: single nucleotide polymorphism) ja muuttaa vain yhtä emästä. Koska se 
sijaitsee geenin intronisella alueella, se tuskin vaikuttaa potilaan BRIP1:n toimintaan 
merkittävästi ja näin ollen ei myöskään munasarjasyöpäalttiuteen. Toisaalta se on 
myös melko harvinainen: populaatiossa ei esiinny A-alleelia kovinkaan monella, jolloin 
sen aiheuttamasta munasarjasyöpäalttiudesta ei voida olla täysin varmoja.   
Polymorfismit ovat DNA:n rakenteen vaihtoehtoisia muotoja, jotka voivat sijaita introni-
sella tai eksonisella alueella. Polymorfismi tarkoittaa sitä, että väestössä esiintyy sään-
nöllisesti kaksi tai useampia toisistaan selvästi erottuvia periytyviä variantteja tai geno-
tyyppejä, joita ei voida selittää vain toistuvista mutaatioista johtuvaksi. Käytännössä 
polymorfismista puhutaan, kun vähintään kahden vaihtoehtoisen alleelin esiintymisti-
heys väestössä on yli 1 %. [5.] 
Eksonin 12 alukkeilla epäonnistui kolme sellaista näytettä, joiden puhtaus oli välillä 
1,8–2,00. Eksonin 14 alukkeilla tällaisia näytteitä oli kaksi, jotka eivät olleet samoja 
kuin eksonilla 12 epäonnistuneet näytteet. Muiden epäonnistuneiden sekvenssien DNA 
oli todetusti laadultaan huonoa. 
Eksonin 12 alukkeilla onnistuneista PCR:sta 49:stä ei saatu analyysikelpoisia sekvensse-
jä. Eksonin 14 alukkeilla tällaisia näytteitä oli vain yksi. Sekvensoinnin epäonnistuminen 
saattaa johtua DNA:n huonosta laadusta, sillä toisissa sekvensseissä oli niin paljon 
taustahäiriötä, että niitä oli mahdotonta tulkita ja toiset sekvenssit näyttivät olevan 
pelkkää taustahäiriötä. Toisaalta eksonin 14 alukkeilla paremmin onnistuminen saattaa 
johtua pidemmän sekvenssin monistamisesta. 
Toisaalta osasta näytteistä sekvensointi onnistui, vaikka PCR-tuotteet eivät näkyneet 
geelillä: eksonin 14 alukkeilla tällaisia näytteitä oli viisi ja eksonin 12 alukkeilla niitä oli 
kaksi. Tämä johtui todennäköisesti siitä, että geelielektroforeesi ei ole menetelmänä 
yhtä herkkä kuin sekvenssianalyysissa käytettävä kapillaarigeelielektroforeesi ja tarvit-
see siksi enemmän DNA:ta toimiakseen. 
Kaiken kaikkiaan 205 näytteestä onnistuttiin siis analysoimaan eksonin 12 alukkeilla 
68,3 % ja eksonin 14 alukkeilla 92,7 %.  
24 
 
Tutkimuksessa käytetyt näytteet olivat satunnaisilta munasarjasyöpäpotilailta, joiden 
perhetausta ei ollut tiedossa. Lisäksi on mahdollista, että suomalaisilla munasar-
jasyöpäpotilailla BRIP1:n mutaatio on jossain muussa eksonissa kuin 12 tai 14. 
7 Yhteenveto 
Opinnäytetyön tavoitteena oli tutkia, miten plasmanäytteistä peräisin oleva DNA sovel-
tuu molekyyligeneettisiin tutkimuksiin ja määrittää BRIP1-geenin mutaatioita munasar-
jasyöpäpotilaiden plasmanäytteistä eristetystä DNA:sta.  
Plasmasta pystyttiin eristämään odotusten mukaisesti melko vähän DNA:ta. Saatu DNA 
ei kuitenkaan ollut kovin puhdasta ja proteiinikontaminaatiota oli paljon. DNA:n määrä 
ja laatu vaihtelivat erittäin paljon näytteestä riippuen. Tutkimuksissa on havaittu, että 
plasman DNA-pitoisuus vaihtelee myös maantieteellisesti ja useassa tutkimuksessa 
plasman määrät ovat olleet vaihtelevia [32]. Näin ollen DNA-pitoisuuden ja -puhtauden 
vaihtelevuuteen saattaa vaikuttaa ihmisten erilainen plasmakoostumus. DNA-
näytteiden vaihtelevuudesta huolimatta suurimmasta osasta näytteitä saatiin onnistu-
nut PCR-reaktio ja sekvenssit. Tutkimuksen onnistumisprosentti eksonin 14 alukkeilla 
oli 93 % ja huomattavasti huonompi onnistumisprosentti 68 % saatiin eksonin 12 aluk-
keilla. Tämä saattaa johtua siitä, että eksonin 14:n alukkeilla monistettiin pidempää 
DNA-sekvenssiä kuin eksonin 12 alukkeilla. DNA:n huono laatu luultavasti vaikutti on-
nistumisprosentin alhaisuuteen. Parempia tuloksia on varmasti mahdollista saada ve-
restä eristetystä DNA:sta.  
Uusia BRIP1-mutaatioita ei kuitenkaan löytynyt, luultavasti siksi että BRIP1-mutaatiot 
munasarjasyöpäpotilailla ovat harvinaisia. Tässä työssä tutkittiin vain satunnaisia yksit-
täisiä potilaita, joiden sukutaustaa ei tunnettu, joten mutaatioiden löytyminen oli hyvin 
epätodennäköistä. BRIP1 on kuitenkin liitetty periytyvään munasarjasyöpään. Lisäksi 
BRIP1-mutaatiot eivät välttämättä liity suomalaisilla munasarjan periytymisalttiuteen tai 
mahdollisesti ainakaan eksoneissa 12 ja 14 sijaitsevia mutaatioita ei ole suomalaisissa 
munasarjasyöpäperheissä. 
Tässä tutkimuksessa mielenkiintoista oli, ettei DNA:n laadulla tuntunut olevan merkitys-
tä analysoitavissa olevien tulosten saamiselle. Mysteeriksi jääkin, miksi hyvälaatuisista-
kaan DNA-näytteistä ei saatu onnistuneita tuloksia, kun taas huonolaatuisista saatiin 
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analysoitavissa olevia tuloksia. Toisaalta DNA:n puhtaus ja pitoisuus mitattiin Nano-
Drop-laitteella, jolla ei saada selville, onko DNA yksi- vai kaksijuosteisessa muodossa ja 
miten hajonnutta se on. Tästä johtuen pitoisuudet ja puhtaudet eivät välttämättä vas-
taa todellisuutta.   
Päätelmänä tämän tutkimuksen pohjalta voidaan todeta, että suomalaisilta munasar-
jasyöpäpotilailta ei löytynyt samoja perustajamutaatioita kuin espanjalaisilta tai islanti-
laisilta munasarjasyöpäperheiltä. Mikäli tutkimusta jatkettaisiin, pitäisi tutkia koko geeni 
eikä vain kahta eksonia, koska suomalaisten munasarjasyöpä voi johtua mutaatiosta 
BRIP1:n jossain toisessa eksonissa kuin islantilaisilla ja espanjalaisilla. Tutkittaessa 
BRIP1:ssä esiintyviä mutaatioita munasarjasyöpäpotilailla pitäisi tutkimus aloittaa sel-
vittämällä ensin tutkittavien potilaiden perhetausta. Näin toimittaessa olisi todennäköi-
sempää löytää mutaatioita, koska munasarjasyövän suurin tunnettu riskitekijä on per-
heessä esiintyneet munasarjasyöpätapaukset. Kannattavinta olisi tutkia munasar-
jasyöpäpotilaita, joilla on selkeä perhetausta mutta joilla ei ole todettu BRCA-
mutaatioita. 
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